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 ブタ棘下筋腱から腱細胞を採取し，初代培養を行った．培養開始後 5 日
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で伸展用チャンバーに播種し，ニコチン溶液（0，1，10，100 μM）を投与
した後に，24 時間の繰り返し伸展負荷（伸展周期 0.5 Hz，伸展率 10%）を
加えた．また，繰り返し伸展負荷での培養条件に対する静置培養条件とし
て，腱細胞を伸展用チャンバーに播種した後に同じ濃度のニコチンを投与
し，繰り返し伸展負荷を加えずに 24 時間の培養を行った．  
それぞれのニコチン投与条件における細胞形態の変化を観察するため
に，アクチンフィラメントの蛍光免疫染色を行った．また，実験後に採取
した腱細胞から mRNA を抽出し，Ⅰ，Ⅲ型コラーゲン，MMP-1， -2， -3，
-9， -13 および tissue inhibitor of metalloproteinase（TIMP） -1， -2， -3 の定
量測定を quantitative RT-PCR 法を用いて行った．また，上記実験後の培地
に含まれる MMP-9 の酵素活性を，ゼラチンザイモ電気泳動を用いて計測





ン投与により濃度依存的に MMP-9 mRNA の発現が減尐した．また，ゼラ
チンザイモ電気泳動では，10，100 μM のニコチン投与により MMP-9 活性
の低下がみられた．また，繰り返し伸展培養条件において 100μM のニコチ
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ン投与により，TIMP-3 mRNA の発現量の減尐がみられた．このほか，繰
り返し伸展負荷によりⅠ型コラーゲン，MMP-1 および MMP-3 の mRNA の









種 MMP や TIMP は生理的な均衡を持ち，腱組織のリモデリングにおいて
重要な役割を果たしていると考えられる．本研究においてニコチン投与に




こす機序を解明していく上で重要な知見と考えられる．   




























ント）などが腱板断裂の成因と考えられている 2) 3)  4 )  5 )．   
 一方で，生活習慣と腱板断裂との関連性についても調査が行われており，
近年では，喫煙と腱板断裂との関連性を指摘する報告が散見される．井樋
ら 6) は，腱板断裂患者 104 例 109 肩における喫煙歴を調査した結果を報告
し，喫煙指数（一日あたりの喫煙本数×喫煙年数）と MRI または術中所見
での腱板断裂の大きさには正の相関があり，喫煙係数が高いほど断裂サイ




Mallon ら 8) は，腱板断裂手術を行った患者 224 例から喫煙者 95 例と非喫
煙者 129 例の術後経過を比較した結果，喫煙者において腱板断裂修復術後
の 回 復 が 非 喫 煙 者 に 比 べ て 有 意 に 低 下 し て い た こ と を 報 告 し た ．
Baumgarten ら 9) は，非外傷性に肩痛を有する患者を対象に，腱板断裂の有
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無から腱板断裂患者 175 例と非断裂患者 211 例に分類し，喫煙量や喫煙期
間に関するコホート研究を行った．その結果，腱板断裂の有病率が，喫煙
量かつ喫煙期間と相関して増加することを明らかにした．さらに Carbone











多くの疾患への危険因子であることが明らかにされている 12) 13)  14)．本学
大学院整形外科学分野では，喫煙によって体内に摂取されるニコチンが腱
板組織に対してもなんらかの作用を持ち，断裂を引き起こすのではないか
と考え，これまでニコチンに注目した研究を進めてきた．Ichinose ら 15) は，
皮下に留置した浸透圧ポンプを用いてラットにニコチンを持続的に 12 週




















プロテオグリカンなどの非コラーゲン性の基質が含まれている 19)．  














ず ， コ ラ ー ゲ ン や ゼ ラ チ ン の 分 解 作 用 を 有 す る 各 種 の Matrix 
metalloproteinase（MMP）を産生している．これまで，ヒトでは 23 種類の
分子が MMP ファミリーに属していることが明らかになっており 23)，腱組
織においてはこのうち MMP-1, -2, -3, -9, -13 が発現していることが知られ
ている 24) 25)．これらの MMP は，力学的負荷に対応する細胞外基質の微細
構造を維持するために，重要な役割を果たしていると報告されている 26) 27) 
28)．また，腱細胞からは，MMP の活性を直接的に抑制する各種の組織メタ
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ロプロテアーゼ阻害物質（Tissue inhibitor of metalloproteinase：TIMP）が
産生されている．腱組織の恒常性維持のためには，細胞外基質の損傷部位
を分解する際に，MMP と TIMP との均衡による代謝の調節が重要と考えら
れている 27) 29)．  
 一方，近年の研究から，腱細胞から産生される MMP や TIMP などの発
現は，腱疾患の病態そのものに関与することが明らかになってきた 30)．
Pasternak ら 31) は，ラットを用いた研究で，MMP に対する阻害作用を有す
る Doxycycline を投与することにより，腱の破断強度が有意に低下するこ
とを見出した．さらに，腱板断裂などの腱疾患を有する臨床症例において
も，実際に MMP や TIMP の発現量や酵素活性の変化が生じていることが








持するために何らかの力学応答を起こしていると推測されてきた 35)．  
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 近年，生体内における力学的環境を想定した条件で細胞を培養すること















①  喫煙は，腱板断裂の発生および進行との関連性を有している．  
②  タバコに含まれるニコチンは，腱板組織の物質特性を変化させる．  
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③  腱板断裂の発生には，腱細胞の機能不全による MMP や TIMP などの発
現異常が関与している可能性がある．  
しかし，ニコチンが腱細胞の力学応答不全，あるいはそれによって生じる
と考えられる MMP や TIMP の発現異常を来たしうるかどうかについては，
まだ確かめられていない．以上のような背景を踏まえて，今回本研究を着
想するに至った．  



























に 1 時間浸した後，1 mg/mL コラゲナーゼ P（Roche，米国）に 3 時間浸し
た．酵素活性により浮遊した細胞を採取し，37℃，5%二酸化炭素の気相下
で培養した．培地には， 10%胎児ウシ血清（FBS： Invitrogen）と，抗菌薬
（ペニシリン 50U/ml，ストレプトマイシン 50μg/ml： Invitrogen）を含む
Dulbecco's modified Eagle medium（DMEM： Invitrogen）溶液を増殖培地と
して用いた．初代培養 5 日目に，以下の繰り返し伸展負荷実験を開始した．  









を行う直前に，無血清培地として 1% Serum Replacement 1（Sigma-Aldrich，
米国）と 25 μg/ml アスコルビン酸（Sigma-Aldrich）を含む DMEM に交換
し，ニコチン（和光純薬工業，日本）を 0，1，10，100 μM の濃度となる
ように投与した 45)．繰り返し細胞伸展装置（STB-140：ストレックス）を
用いて，腱細胞に対する繰り返し伸展負荷実験を行った 46) 47)．本研究では，
伸展条件は伸展率 10%，伸展周期 0.5 Hz として，24 時間繰り返し伸展負
荷を行った．一方，伸展用チャンバーに播種した腱細胞を繰り返し伸展負
荷を加えずに 24 時間無血清培地で培養したものを，繰り返し伸展負荷で
の培養条件に対する静置培養条件とした．すべての実験は， 37 ℃， 5%二
酸化炭素の気相下で行った（図 3）．  
 
4-3．アクチンフィラメントの蛍光免疫染色  




0.1% Triton-X に 5 分間浸した．PBS（－）で 2 回洗浄し，Alexa fluor™546






本研究では，画像解析ソフト ImageJ software program（Version 1.42，
National Institute of Health, 米国）を用いて蛍光免疫染色像から細胞の形態
を解析した．用いたパラメータは Shape Index，Tortuosity Index48) および配
向角（Orientation Angle）である（図 4）．Shape Indes と Tortuosity Index は
式（1）および（2）によりそれぞれ定義される．  
 Shape Index = 4θπA/P ・・・・・（1）  
 Tortuosity Index = P/P' ・・・・・（2）  
ここで A は細胞面積，P は細胞の周囲長，P’は相当楕円周囲長である．
相当楕円とは面積および慣性モーメントが等しい楕円である．Shape Index
は伸長度を表し，細胞が細長くなるほど値は 0 に近くなり，円形であれば
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1 である．Tortuosity Index は細胞形態の複雑さを表すパラメータであり，
糸状仮足や葉状仮足などの突起が多く複雑な形態になるほど 1 より大きな
値を示す．一方，細胞形態がより平滑となると Tortuosity Index が 1 に近似
する．配向角は，細胞を相当楕円に置換した際の長軸方向と伸展方向のな




4-5．mRNA の抽出と定量的 RT-PCR 
繰り返し伸展負荷実験もしくは静置培養後に，腱細胞から抽出した
cDNA，PCR プライマー，Power SYBR™ Green PCR Master Mix（Applied 
Biosystems，米国）からの反応液を，StepOnePlus™ Real Time PCR System
（Applied Biosystems）でプロトコール通り，50 ℃（5 秒），95 ℃（10 分）
を各一回，さらに 95 ℃（15 秒）と 60 ℃（60 秒）のステップを 40 サイク
ル反応させた．Glyceraldehyde-3-phosphate（GAPDH）を内因性コントロー
ルとした．PCR プライマーは，それぞれ GenBank データベースを用いて作
成した（表 1）．解析は StepOne Software version 2.1（Applied Biosystems）
を用いて，ΔΔCt 法で行った．解析に用いた式は以下の通りである．  
Fold change = 2-ΔΔCt 
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ΔΔCt = ΔCt (experiments) - ΔCt (control)， ΔCt = Ct (experiments) - Ct 
(GAPDH) 
 







μL ずつ添加した．15 mA の定電流で泳動した後に，酵素反応用バッファー




青色のゲル上の MMP-9 の分子量である 92 kD に相当する部位に，白色の
非染色部として観察することができる．非染色の程度を半定量化するため
に，画像解析ソフト ImageJ software program を用いて測定した．  
 
 - 18 - 
 
4-7．統計処理  
 腱細胞の形態計測に関して，8 種類の異なる培養条件（ 0，1，10，100 μM
のニコチン濃度条件での静置培養および繰り返し伸展負荷培養）における
統計学的有意差の有無を Kruskal-Wallis test を用いて解析した．また，mRNA
の発現量および MMP-9 酵素活性に関して，他の 7 種類の培養条件での値
との有意差の有無を，post hoc テストとして，Turkey-Kramer test を用いて
検討した．統計処理には GraphPad Prism（version 5.0，GraphPad Software，
米国）を用い，P 値が 0.05 未満の際に統計学的に有意と判断した．  
  

















60 °から 80 °の範囲に全体の約 55%が存在し，力学応答として配向角の変
化が生じていた．しかしながら，ニコチン投与の有無に関わらず，繰り返
し伸展負荷された腱細胞は同様の配向角を示しており，この傾向は投与濃
度を変えても変化しなかった（図 7）．  
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5-2．mRNA 発現量  
 定量的 RT-PCR 法による腱細胞の mRNA の発現量を図 8 に示す．繰り返
し伸展負荷された腱細胞において，ニコチン投与により濃度依存的に




TIMP-3 mRNA も 100 μM のニコチンの存在下で有意に発現量が減尐してい
た（P < 0.05）．  
 その他，繰り返し伸展培養された腱細胞において， I 型コラーゲン，
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5-3．MMP-9 酵素活性  
 繰り返し伸展負荷および静置培養実験後の培地における MMP-9 活性を，
を用いて分析した．定量的 RT-PCR においてみられた MMP-9 mRNA の結
果と同様に，10，100 μM のニコチン投与下に繰り返し伸展負荷された腱細
胞の培養液において，MMP-9 酵素活性が有意に低下していた（P < 0.001）．
一方，静置培養された腱細胞の培地では，ニコチンによる影響はみられな
かった（図 9）．  
 
  






 これまで，ニコチンが細胞の MMP 発現に与える影響について分析した
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の作用により強く影響を受ける可能性が示唆される．  
 腱細胞における力学応答としての MMP 発現の変化については，繰り返
し伸展負荷された腱細胞では，本研究と同様にコラゲナーゼである MMP-1
や MMP-3 の発現が増加することが報告されている 52) 53)．一方，本研究で





有無による発現量の変化はみられなかった．   




て発現が低下していることが証明されている．Tajana ら 55) は，腱板断裂
を有する患者において滑液内の MMP-9 が腱板断裂の重症度（断裂部の大
きさ）とともに低下すると報告している．また，加齢による MMP-9 発現
量の変化として，Kim ら 56) は異なる週齢のラットの口腔内の線維芽細胞
を分析し，加齢とともに MMP-9 発現量が減尐することを明らかにしてい







 また，本研究では TIMP-3 mRNA の発現量が，高濃度（ 100 μM）のニコ
チン存在下で繰り返し伸展負荷された腱細胞において減尐していた．TIMP




かとなっている 57) 58 )．腱障害に関連した TIMP の変化に関して，Lo ら 32) は，
腱板断裂の手術患者から腱組織を採取し TIMP の発現を分析しており，
TIMP-3 など TIMP の発現の低下がみられたことを報告している．また，
Jones ら 59) は，屍体標本および急性，慢性腱障害の手術患者より，アキレ
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研究においても，ある一時期のみでの評価はであるが，ニコチン投与によ





 本研究の限界として，腱細胞のニコチンへの曝露が 24 時間のみであり，
腱障害に関連した臨床的変化を考慮する上で，極めて短期間であることが
挙げられる．また，喫煙者のニコチン血中濃度（ 20-50 ng/mL） 62) に比べ
て，本研究で用いたニコチン濃度は非常に高かった．予備実験では，喫煙
者の血中濃度を想定したニコチン濃度（10 nM, 100 nM）より分析を行った
が，形態計測，mRNA 発現量ともに明らかなニコチンの影響はみられなか
った．そこで，  ニコチンの投与濃度を 1，10，100 μM としで分析を行っ





って  MMP-9 や TIMP-3 の遺伝子発現や酵素活性が抑制されるメカニズム
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については未だ不明である．Renò ら 49) は，ニコチンが細胞の MMP-9 に
及ぼす作用機序を分析しており，ニコチンの MMP-9 への作用が，細胞内
におけるシグナル伝達や代謝の調節因子であるプロテインキナーゼ C


























端医療開発学寄附講座 伊藤健太准教授に心より御礼申し上げます．   
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図 1．本研究における腱組織の採取  
 
  













図 2．本研究のプロトコール  
  



















研究では①と②がそれぞれ 1 秒間で行われる（伸展周期 0.5 Hz）．  
  












図 4．本研究で用いた細胞形態計測のパラメータ  
  








































































図 8．結果 2．RT-PCR による mRNA の発現量．  
A．Ⅰ型コラーゲン（COL1A1），Ⅲ型コラーゲン（COL3A1)．B．MMP-1, 
-2, -3, -9, -13．C．TIMP-1, -2, -3．  
 - 45 - 
 
 繰り返し伸展負荷された腱細胞において，ニコチン投与により濃度依存
的に MMP-9 mRNA の発現量が減少していた．また，TIMP-3 mRNA におい
て，繰り返し伸展負荷および 100 μM のニコチン投与条件で有意に発現量
が減少していた． **: P < 0.001， *: P < 0.05．  
 Ⅰ型コラーゲン，MMP-1 および MMP-3 mRNA の発現は，静置培養と比
較して，繰り返し伸展培養された腱細胞において有意に増加していた．一
方，MMP-13 mRNA の発現は，繰り返し伸展負荷により有意に減少してい
た．a, b, c, d（同濃度のニコチン投与での静置培養条件と繰り返し伸展培
養条件での比較） : P < 0.001．  

















図 9．結果 3．ゼラチンザイモ電気泳動  
 静置培養および繰り返し伸展負荷培養実験後の培地における MMP-9 の
酵素活性を，ゼラチンザイモ電気泳動を用いて分析した．10，100 μM の
ニコチン投与下に繰り返し伸展負荷された腱細胞の培養液において，
MMP-9 酵素活性が有意に低下していた． *: P < 0.001, a, b（同濃度のニコ
チン投与での静置培養条件と繰り返し伸展培養条件での比較）: P < 0.001． 
  












表 1．本研究で用いたプライマーのリスト  
